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Изучали сперматогенез триплоидных межвидовых гибридов зеленых лягушек методом кариоанализа в 
давленых препаратах семенников. Изучены самцы Pelophylax esculentus из Северско-Донецкого центра 
разнообразия зеленых лягушек (Харьковская область, Украина). Зарегистрированы клетки, относящиеся к 
двум различным путям сперматогенеза. В одном случае перед редукционным делением не происходит 
удвоение хромосомного набора, в другом случае оно происходит. Результатом второго пути развития 
должно было бы стать образование диплоидных сперматозоидов. В работах других авторов, работавших с 
аналогичным материалом иными методами, диплоидные сперматозоиды обнаружены не были. 
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Сперматогенез у триплоїдних Pelophylax esculentus (Amphibia, Anura) з 
Сіверсько-Донецького центру різноманіття зелених жаб (Україна, 
Харківська область) 
А.Є.Кечеджі, О.В.Михайлова, Д.А.Шабанов 
 
Вивчали сперматогенез триплоїдних міжвидових гібридів зелених жаб методом каріоаналізу в давлених 
препаратах сім'яників. Вивчали самців Pelophylax esculentus з Сіверсько-Донецького центру різноманіття 
зелених жаб (Харківська область, Україна). Зареєстровані клітини, які належать до двох різних шляхів 
сперматогенезу. В одному випадку перед редукційним поділом не відбувається подвоєння хромосомного 
набору, в іншому випадку воно відбувається. Результатом другого шляху розвитку мало б стати утворення 
диплоїдних сперматозоїдів. У роботах інших авторів, які працювали з аналогічним матеріалом іншими 
методами, диплоїдні сперматозоїди виявлені не були. 
 
Ключові слова: диплоїдні сперматозоїди, Pelophylax esculentus, шляхи гаметогенезу, триплоїдний 
набір. 
 
Spermatogenesis in triploid Pelophylax esculentus (Amphibia, Anura) from 
Seversko-Donetskiy green frog’s diversity center (Ukraine, Kharkiv region) 
A.E.Kechedzhi, O.V.Mykhailova, D.A.Shabanov 
 
Spermatogenesis in triploid interspecific hybrids of green frogs has been studied using karyoanalysis in squashed 
preparations of the testicles. Pelophylax esculentus males from Seversko-Donetskiy green frogs diversity center 
(Ukraine, Kharkiv region) were examined. Cells belonging to two different ways of spermatogenesis were 
recorded. In one case, there is no doubling of the chromosome set before the reduction division, in the other case 
it occurs. The formation of diploid sperm should be the result of the second way of gametogenesis. Other authors, 
who worked with analogous material using other methods, have found no diploid sperm. 
 
Key words: diploid sperm, Pelophylax esculentus, ways of gametogenesis, triploid chromosome set.  
 
Постановка проблемы 
Гибридогенная группа зеленых лягушек, Pelophylax esculentus complex, является одной из 
моделей для изучения гемиклонального наследования. Межвидовые гибриды, для обозначения 
которых традиционно используется название съедобная лягушка, Pelophylax esculentus (Linnaeus, 
1758), возникают в результате скрещивания прудовой лягушки, Pelophylax lessonae (Camerano, 1882) 
и озерной лягушки, Pelophylax ridibundus (Pallas, 1771). Существование Pelophylax esculentus во 
многих поколениях поддерживается благодаря тому, что при гаметогенезе гибридных особей в 
гаметы переходит (в типичном случае) только один из родительских геномов. Разные представители 
Pelophylax esculentus complex способны обитать и размножаться совместно, образуя гемиклональные 
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популяционные системы, ГПС (Шабанов та ін., 2009; Шабанов, Литвинчук, 2010). Для Западной 
Европы характерны ГПС, где совместно обитают P. esculentus, производящие гаметы с геномами 
P. ridibundus (далее – R), а также P. lessonae. При их скрещивании опять образуются P. esculentus, 
клонально передающие геномы P. ridibundus. 
Для Восточной Украины более характерны ГПС, где совместно обитают P. esculentus, 
производящие гаметы P. lessonae (далее – L), а также P. ridibundus. Например, такие ГПС 
распространены в черте города Харькова (Коршунов, 2010). Однако существуют и ГПС зеленых 
лягушек более сложного состава. Так, в бассейне р. Северский Донец описан Северско-Донецкий 
центр разнообразия зеленых лягушек, характеризующийся значительно более сложным составом 
ГПС (Шабанов та ін., 2009; Шабанов, Литвинчук, 2010). Среди диплоидных P. esculentus в нем 
найдены особи, которые производят гаметы L, R, а также и L, и R одновременно (Боркин и др., 2005).  
Еще одной особенностью Северско-Донецкого центра является то, что в нем отсутствуют 
половозрелые P. lessonae, и, следовательно, все геномы этого вида клонально передаются через 
гибридных особей в течение многих поколений (Коршунов, 2010). Этот регион массового 
распространения триплоидных гибридов зеленых лягушек изолирован от других областей их 
распространения в Западной и Центральной Европе (Borkin et al., 2004). Гибриды с тройным набором 
хромосом могут содержать в двойной дозе геном P. ridibundus (генотип LRR) или два генома 
P. lessonae (генотип RLL); особи первой группы встречаются в названном центре чаще. 
Очевидно, что воспроизводство как диплоидных, так и триплоидных полуклональных 
межвидовых гибридов обеспечивается специфичной перестройкой их гаметогенеза. Гаметогенез 
гибридных лягушек изучался австрийскими учеными на популяциях из Западной Европы с 
использованием флуоресцентной микроскопии и электрофореза (Tunner, Heppich-Tunner, 1991 и др.). 
Они показали, что неклональный геном удаляется из клеток зародышевой линии ещё до начала 
мейоза. Это происходит во время митотических делений клеток зародышевой линии. После этого, 
либо сразу же, либо (только у самок) в мейозе до стадии диплотены профазы І, происходит удвоение 
клонального генома путём эндоредупликации. Подобный механизм имеет место у диплоидных 
особей. У гибридов с тройным хромосомным набором гаметогенез, по литературным данным (см. 
Plötner, 2005), проходит несколько иначе. Элиминация генома, находящегося в меньшинстве, как и у 
диплоидов в типичном случае, происходит во время митотических делений половых клеток. 
Вследствие этого на стадии мейоза оказываются клетки с диплоидным набором хромосом одного из 
родительских видов, удвоения которого в большинстве случаев не происходит (Plötner, 2005). Мейоз 
при этом проходит типичным для диплоидных особей образом. 
Согласно литературным данным  (Plötner, 2005), триплоиды в большинстве случаев возникают 
в результате оплодотворения диплоидной яйцеклетки гаплоидным сперматозоидом. Вариант, при 
котором они получаются в результате комбинации гаплоидной яйцеклетки и диплоидного 
сперматозоида, считается редким исключением. 
Отклонения от описанных для гемиклональных гибридов механизмов наследования были 
обнаружены во французских и венгерских популяциях Pelophylax esculentus (Graf, Polls Pelaz, 1989; 
Polls Pelaz, 1994; Tunner, Неppich-Tunner, 1992; Brychta, Tunner, 1994; цит. по Plötner, 2005). В этих 
популяциях триплоиды представлены только LLR-самцами, у которых происходит элиминация R-
генома до начала мейоза, и образуются диплоидные сперматозоиды с двумя геномами прудовой 
лягушки (LL-сперматозоиды). Воспроизводство LLR-самцов в этих популяциях происходит путем 
комбинации диплоидных LL-сперматозоидов с гаплоидными R-яйцеклетками. 
Гаметогенез Pelophylax esculentus из Северско-Донецкого центра разнообразия изучался тремя 
разными методами: при помощи проточной ДНК-цитометрии суспензии сперматозоидов (Боркин и др., 
2005); благодаря изучению препаратов хромосом из разрушенных клеток (Сурядна, 2005; Манило и 
др., 2007); при помощи электорофоретического анализа суспензии половых клеток (Межжерин и др., 
2007; Морозов-Леонов и др., 2009). В настоящее время ведутся работы по изучению овогенеза 
Pelophylax esculentus при помощи маркеров хромосом типа ламповых щеток (Dedukh et al., 2011). Тем 
не менее, для Северско-Донецкого центра механизм массового воспроизводства триплоидов так и не 
выяснен. Остается неясным, какие именно лягушки систематически производят диплоидные гаметы, 
обеспечивающие появление триплоидов. Тем более, остается невыясненным, какие именно 
изменения в ходе гаметогенеза у этих лягушек приводят к появлению диплоидных гамет. Эта 
ситуация делает ценными любые новые данные по гаметогенезу гибридных лягушек из Северско-
Донецкого центра разнообразия Pelophylax esculentus complex. 
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Материал и методы 
В ходе работы были изучены семенники 7 триплоидных половозрелых самцов Pelophylax 
esculentus из Северско-Донецкого центра разнообразия зеленых лягушек, отловленных весной и 
осенью 2010–2011 гг. в окрестностях Биологической станции Харьковского национального 
университета им. В.Н.Каразина (с. Гайдары Змиевского района Харьковской области). 
Предварительное определение зеленых лягушек как P. esculentus или P. ridibundus проводилось по 
комплексу внешних признаков (Шабанов и др., 2006). Окончательное определение основывалось на 
данных проточной ДНК-цитометрии, которая выполнялась С.Н.Литвинчуком и Ю.М.Розановым в ЦИН 
РАН (г. Санкт-Петербург). Определение плоидности проводилось на основании измерения размеров 
эритроцитов (Бондарева, Шабанов, 2011) рассмотренных лягушек, а также подсчетом хромосом в 
клетках эпителия тонкого кишечника. Для трёх самцов применение ДНК-цитометрии позволило 
определить генотипы призводимой ими гаплоидной спермы. 
В работе использовалась методика кариоанализа в давленых препаратах по В.В.Клименко 
(Klymenko, 2001) с некоторыми модификациями. Образцы тканей семенников помещали не менее чем 
на 2 суток в фиксатор из одной объемной части ледяной уксусной кислоты и трех частей 96% этанола 
с протравой из уксуснокислого железа (III). Затем образец переносили в 40% раствор гематоксилина в 
ледяной уксусной кислоте. Окрашивание проводилось при t=66–68˚С, время экспозиции 1–1,5 часа. 
После окрашивания фрагмент ткани переносили в ацетохлоралгидрат для вымывания излишков 
краски. Затем кусочек ткани помещали на предметное стекло и накрывали покровным. Надавливая на 
покровное стекло кончиком препаровальной иглы, добивались раздавливания образца до слоя в одну 
клетку (Михайлова и др., 2011). Подготовленный таким образом препарат микроскопировали и 
фотографировали с помощью USB-камеры. 
Полученные кариопрепараты относили к тем или иным стадиям митоза или мейоза на 
основании характерных особенностей хромосом или бивалентов. Затем по зарегистрированной 
совокупности этапов гаметогенеза реконструировались особенности его протекания. Результат 
работы носит качественный (описание наблюдаемых путей гаметогенеза), а не количественный 
характер. 
 
Результаты и обсуждение 
В ходе работы у изученных триплоидных гибридов мы выявили отклонения от обычного 
течения сперматогенеза. В семенниках наряду с клетками нормальной плоидности (1n, 2n, 3n) были 
обнаружены анеуплоидные клетки на различных стадиях митоза и мейоза, количество хромосом в 
которых отличалось от кратного n (рис. 1).  
 
Рис. 1. Анеуплоидные хромосомные наборы в клетках зародышевой линии у 
триплоидных самцов Pelophylax esculentus 
Примечания: А – метафаза, количество хромосом меньше триплоидного (32), В – 
количество хромосом меньше диплоидного (16) 
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Рис. 2. Схема двух путей сперматогенеза у триплоидных Pelophylax esculentus из 
Северско-Донецкого центра разнообразия 
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Кроме того, мы выяснили, что сам процесс образования половых клеток у триплоидных 
гибридных особей из Северско-Донецкого центра разнообразия может проходить двумя путями: с 
эндоредупликацией генома или без нее (рис. 2). В случае нормального течения сперматогенеза, на 
стадии пролиферации триплоидных сперматогониев (рис. 2, B) происходит элиминация одного из 
геномов, по-видимому, находящегося в меньшинстве. Получившаяся диплоидная клетка (рис. 2, B) 
без удвоения генома вступает в мейоз (рис. 2, E, G), и далее гаметогенез идет по обычной схеме, 
характерной для диплоидных особей. В результате образуются нормальные гаплоидные 
сперматозоиды.  
В ином случае после элиминации неклонального генома происходит удвоение оставшегося 
диплоидного набора до тетраплоидного (LLLL или RRRR сперматогонии), который впоследствии 
проходит псевдонормальный мейоз (рис. 2, D, F), который (при условии прохождения до конца) 
должен был бы приводить к формированию диплоидных сперматозоидов. Так как удвоение генома во 
время мейоза у самцов не описано (Plötner, 2005), можно предположить, что эндоредупликация 
происходила у исследуемых гибридных самцов в ходе многочисленных митотических делений 
сперматогониев после элиминации. Это предположение подтверждается находками в семенниках 
некоторых изученных особей тетраплоидных хромосомных наборов на стадии метафазы митоза 
(рис. 2, С), а также аномально больших интерфазных ядер. Следует упомянуть, что тетраплоидные 
клетки были также обнаружены нами у отдельных диплоидных особей (Михайлова и др., 2011). 
Однако такое отклонение от нормального течения гаметогенеза наблюдалось только у двух из 
восемнадцати изученных диплоидных самцов. 
Для трех из изученных нами триплоидных самцов методом проточной ДНК-цитометрии 
Ю.М.Розанов и С.Н.Литвинчук (Цитологический институт РАН, г. Санкт-Петербург) определили их 
генотипы, а также тип и относительное количество гаплоидной спермы. Все три особи имели генотип 
LRR. Для двух из этих LRR-самцов доля гаплоидной спермы составила 33% и 42%, а тип гамет был 
определён как R. В семенниках каждой из трёх особей мы обнаружили хромосомные наборы, 
характерные для обоих путей сперматогенеза («гаплоидного» и «диплоидного»). Для третьего из 
изученных с помощью проточной цитометрии самцов не удалось определить тип гаплоидной спермы, 
а её доля оказалась равна всего 3%. В ходе кариоанализа ткани семенника этой особи мы выяснили, 
что большинство наблюдаемых клеток находятся на стадии профазы мейоза и являются 
тетраплоидными (26 бивалентов), т.е. относятся к «диплоидному» пути сперматогенеза. Нормальный 
диплоидный набор хромосом, то есть 13 бивалентов в профазе мейоза, характерных для 
«гаплоидного» пути сперматогенеза, наблюдался лишь в единичных клетках. В то же время, следует 
подчеркнуть, что данные проточной ДНК-цитометрии всех трех особей не дают основания 
предполагать наличия у них диплоидной спермы (С.Н.Литвинчук, личное сообщение). В иных случаях 
при исследовании самцов с генотипом LRR также было установлено, что они производят 
исключительно гаплоидные R-гаметы (Морозов-Леонов и др., 2009). 
Таким образом, в результате нашей работы зарегистрирована парадоксальная ситуация. 
Значительная (в некоторых случаях – преобладающая) часть клеток зародышевого пути у 
триплоидных самцов P. esculentus развивается по пути, который должен был бы приводить к 
формированию диплоидной спермы. Такое производство диплоидных мужских гамет могло бы стать 
одним из объяснений широкого распространения триплоидных гибридов в Северско-Донецком центре 
разнообразия зеленых лягушек. Тем не менее, с помощью иных методов исследования диплоидные 
гаметы (по крайней мере в значительном количестве) у триплоидных самцов зарегистрированы не 
были. 
Описанная проблема нуждается в дальнейшем изучении с применением возможно более 
широкого круга методов изучения гаметогенеза. 
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